A study on nuclear protein quality control system using novel misfolded protein models Laboratory of Cellular Biochemistry by 保木 優梨子







指導教授      川原  裕之  教授  
 
 
平成  28 年  1 月  8 日   提出  
 
首都大学東京大学院 
理工学研究科   生命科学専攻  
学修番号 14881328 














































A study on nuclear protein quality control system  
using novel misfolded protein models 
Laboratory of Cellular Biochemistry  Yuriko Hoki 
 
Proteins failed to be folded correctly (misfolded proteins) assemble through their 
hydrophobic region and form aggregates. The ubiquitin-proteasome pathway rapidly degrades 
misfolded proteins and prevents from forming aggregates that are toxic to the cell. Although 
proteasomes are enriched in the nucleus, it is unclear whether a similar protein quality control 
system plays a role in the nucleus. Since protein aggregates formation in the nucleus underlies 
several neurodegenerative diseases, it is important to understand a protein quality control 
system in the nucleus. In this study, I studied a  nuclear protein quality control system by using 
novel misfolded protein models. 
Two types of nuclear misfolded protein models are constructed to reveal a metabolic 
mechanism of misfolded proteins in the nucleus. CL1 that is a hydrophobic degron sequence is 
known to be targeted to the 26S proteasome. Since luciferase attached this sequence has been 
used as a model substrate of cytoplasmic misfolded protein, luciferase fused with NLS at the 
N-terminus and CL1 at the C-terminus (NLS-LC-CL1) was used as a misfolded protein model 
in this study. First, I observed a localization pattern of NLS-LC-CL1 in HeLa cells and found 
that NLS-LC-CL1 formed aggregates in the nucleus. Next, I prepared a series of NLS-LC-CL1 
mutants in which hydrophobic residues in the CL1 sequence substitute into hydrophilic serine 
residues. These substitutions abolished aggregates formation in HeLa cells. In order to elucidate 
half lives of NLS-LC-CL1 and of a series of the mutants, cycloheximide (CHX) chase assay 
was carried out. The mutant shows higher hydrophobicity degraded more rapidly in the cells. 
These results suggested that aggregation or degradation pattern of NLS-LC-CL1 is determined 
by hydrophobicity dependent manners.  
Since IL-2Rα which lacks signal sequence (IL-2RαΔSS) is also used as a cytoplasmic 
misfolded model protein and rapidly degraded by the ubiquitin-proteasome pathway, NLS-fused 
IL-2RαΔSS (NLS-IL-2RαΔSS) was used for further analysis. I found that NLS-IL-2RαΔSS is 
degraded rapidly and does not form aggregates in the nucleus. Cycloheximide chase assay was 
carried out in the presence of the proteasome inhibitor MG-132. The results showed that 
NLS-IL-2RαΔSS is degraded proteasome dependent manners. To test whether the degradation 
of the model misfolded proteins took place in the nucleus but not in the cytosol after export 
from the nucleus, we carried out CHX chase assay in the presence of the nuclear export 
inhibitor leptomycin B. The result showed NLS-IL-2RαΔSS was unstable in the presence of 
leptomycin B, which suggested that NLS-IL-2RαΔSS is degraded in the nucleus.  
Finally, my results indicate that the ubiquitin-proteasome pathway plays a role in protein 
quality control system in the nucleus as well as in the cytosol and the fates of misfolded proteins 
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Amp    ：ampicillin 
CHX    ：cycloheximide 
CS    ：calf serum 
D-MEM    ：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ECL    ：enhanced chemiluminescence 
EDTA    ：ethylenediaminetetra acetic acid 
HRP    ：horseradish peroxidase 
IB    ：immunoblotting 
IgG    ：immunoglobulin G 
IL-2Rα    ：interleukin-2 receptor alpha 
IP    ：immunoprecipitation 
kDa    ：kilo Dalton 
LB    ：luria bertani 
LC    ：luciferase 
LMB    ：leptomycin B 
NEM    ：N-ethylmaleimide 
NES    ：nuclear export signal 
NLS    ：nuclear localization signal 
NP-40    ：nonidet P-40 
ORF    ：open reading frame 
PAGE    ：polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS    ：phosphate-buffered saline 
PEI    ：polyethylenimine 
PNK    ：polynucleotide kinase 
San1    ：sir antagonist 1 
SDS    ：sodium dodecyl sulfate 
SS    ：signal sequence 
TM    ：trans membrane domein 
Tris    ：tris (hydroxymethyl) aminomethane 
Tween-20   ：polyoxyethylene sorbitane monolaurate 
Ub    ：ubiquitin 
UBQLN   ：ubiquilin 





























ーゼ（LC）の N 末端に核局在シグナル（NLS）、C 末端に CL1 配列を付加した


























Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG      Life Technologies 
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG     Life Technologies 
Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG     Life Technologies 
anti-actin polyclonal antibody      SIGMA 
anti-FLAG M2 affinity gel      SIGMA 
anti-FLAG M2 monoclonal antibody     SIGMA 
anti-FLAG polyclonal antibody      SIGMA 
anti-Histone H3 polyclonal antibody     Santa Cruz Biotechnology 
anti-mouse IgG, HRP-linked whole Ab Sheep    GE healthcare 
anti-multi ubiquitin monoclonal antibody (FK2)   医学生物学研究所 
anti-rabbit IgG, HRP-linked whole Ab Donkey    GE healthcare 
anti-T7 monoclonal antibody      NOVAGEN 
anti-UBQLN2 monoclonal antibody     Abnova 
anti-α tubulin monoclonal antibody     Santa Cruz Biotechnology 
BIO TAQ        Bio Line 
bromophenol blue       ICN Biomedicals 
Calf Serum        SAFC Biosciences 
clarity western ECL substrate       BIO RAD 
D-MEM        Wako 
dNTPs        TOYOBO 
DpnI         Bio Labs 
ECL western blotting detection reagent     GE healthcare 
EcoRI            TaKaRa 
fluoromount        コスモバイオ株式会社 
Hily Max        DOJINDO 
Hoechst 33342        DOJINDO 
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KOD FX neo      TOYOBO 
leptomycin B      LC Laboratories 
Ligation high Ver. 2.0     TOYOBO 
Lipofectamine 2000     Invitrogen 
MG-132 (Z-Leu-Leu-Leu-H)    ペプチド研究所 
MluI       TaKaRa 
N-ethylmaleimide     Wako 
NP-40       Wako 
OPTI-MEM      GIBCO 
PEI Max      コスモバイオ株式会社 
Plasmid DNA extraction midi kit   FAVORGEN 
protease inhibitor cocktail    nacalai tesque 
Immobilon P      Merck Millipore 
QIAprep spin miniprep kit    QIAGEN 
QIAquick gel extraction kit     QIAGEN 
Sal I       TaKaRa 
SDS       nacalai tesque  
Triton X-100      Wako 
Tween-20      Wako 
T4 polynucleotide kinase    TaKaRa 
WIDE-VIEW prestained protein size marker Ⅲ  Wako 
X-ray film      FUJI FILM 
0.25% trypsin-EDTA     Wako 
10×Buffer H      TaKaRa 
10×dNTP      Bio Line 
10×reaction buffer     Bio Line 
2×KOD FX neo buffer     TOYOBO 








10 mM tris-HCl pH7.5、1 mM EDTA 
 
・PBS 
137 mM NaCl、4.3 mM Na2HPO4、2.7 mM KCl、1.4 mM NaH2PO4 
 
・PBS-T 
PBS、0.1% (v/v) Tween-20 
 
・2×SDSサンプルバッファー 
80 mM tris-HCl pH6.8、20% (v/v) glycerol、5% (v/v) 2-mercaptoethanol 、 
2% (w/v) SDS、0.01% (w/v) bromophenol blue 
 
・SDS-PAGE泳動バッファー 
192 mM glycine、25 mM tris、0.1% (w/v) SDS 
 
・トランスファーバッファー 
192 mM glycine、25 mM tris、20% (v/v) methanol 
 
・低張バッファー 
10 mM tris-HCl pH7.9、10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、1.5 % (v/v) NP-40 
 
・IPバッファー 











ルシフェラーゼの C 末端に CL1 配列が付加された pGL4.12 ベクターを鋳型として、
ルシフェラーゼの ORF を PCR で増幅した。プライマーの設計では、ルシフェラーゼ
ORFの 5’側上流に NLSをコードする配列を付加し、制限酵素サイトは 5’側にMluI、3’
















PCR反応液     PCRサイクル 
2×KOD FX Buffer  25 µl  94℃  2 min  
dNTPs    10 µl   96℃  10 sec 
10 µM forward primer  2.5 µl  57℃  30 sec  
10 µM reverse primer  2.5 µl  68℃  3 min  
pGL4.12 (1 µg/µl)  0.5 µl   68℃  6 min 
KOD FX (1 unit/µl)  0.5 µl  15℃  ∞ 
滅菌超純水   10 µl     






DNAを精製した。TEバッファーに溶解した精製 DNAと pCI-neo 3×FLAGの制限酵
素処理を 37℃で 4時間行った。 以下に反応液の組成を記す。 
 
Insert     Vector 
DNA溶液  43 µl  pCI-neo 3×FLAG (1 µg/µl) 3 µl 
10×Buffer H  5 µl  10×Buffer H   5 µl 
MluI (10 unit/µl) 1 µl  MluI (10 unit/µl)  1 µl 
Sal I (15 unit/µl) 1 µl    Sal I (15 unit/µl)  1 µl 
total   50 µl  滅菌超純水   40 µl   
     total    50 µl 
 
制限酵素反応産物全量を 1%アガロースゲル電気泳動し、目的のバンドを切り出した
後、QIAquick gel extraction kitを用いてゲルから精製した。精製した DNAを以下の
組成で混合し、室温で 30分間インキュベートした。 
 
vector  0.4 µl 
insert  4 µl 
Ligation high  2.2 µl  
 




PCR反応液     PCRサイクル 
10×Reaction Buffer 1 µl   95℃   2 min  
10×dNTP  0.8 µl   95℃   20 sec 
50 mM MgCl2  0.5 µl   55℃   20 sec  
10 µM T7 primer  0.2 µl   72℃   1 min  
10 µM T3 primer  0.2 µ   72℃   2 min 
Taq Polymerase  0.05 µl   15℃   ∞ 
滅菌超純水  7.25 µl     







ーを選び、3 mlの液体 LB（＋Amp）培地で一晩培養した後、QIAprep spin miniprep 
kit を用いてプラスミドを精製した。配列が正しいことを確認した後、Plasmid DNA 
extraction midi kitを用いてプラスミドを大量精製した。 
 
2-2-2. NS2、NS1変異体の作製 
2-2-1で作製した NLS-LC-CL1 WTを鋳型に、インバース PCR法によりNS2変異体
と NS1変異体を作製した。PCRは以下のプライマーで行った。 
・NS2 
forward 5’- TCCAGTAGCTTAAGCCACTTTGTG-3’ 
reverse 5’- CGAGTTCTTGCAAGCAGAATTCAC-3’ 
・NS1 
forward 5’-TTCAGTAGCTTAAGCCACTTTG-3’ 
reverse 5’- CGAGTTCTTGCAAGCAGAATTCAC-3’ 
 
PCR反応液     PCRサイクル 
2×KOD FX Buffer   12.5 µl  98℃  2 min  
dNTPs     5 µl  98℃  20 sec 
10 µM forward primer   1 µl  60℃  20 sec  
10 µM reverse primer   1 µl  68℃  5 min  
pCI-neo NLS-LC-CL1 (50 ng/µl)  1 µl  72℃  7 min 
KOD FX (1 unit/µl)   0.5 µl  15℃  ∞ 
滅菌超純水    5 µl        
total     25 µl 
 
PCR産物全量に 1 µlの DpnIを加え、37℃で 2時間インキュベートした。その後溶
液を 1%アガロースゲル電気泳動し、目的のバンドを切り出し、QIAquick gel extraction 
kitを用いてゲルから精製した。精製した 2 µlの PCR産物と 1 µlの T4 PNK、2 µlの
Ligation highを混合し、37℃で 1時間インキュベートした。反応液全量を 50 µlのコ
ンピテントセル DH5α に添加し、氷上で 20 分間インキュベートした後、LB（+Amp）
培地に塗布し、37℃で一晩培養した。生じたコロニーを選択し、コロニーダイレクト
PCRで目的配列の挿入を確認した。インサートの挿入が確認されたコロニーを選び、3 
mlの液体 LB（＋Amp）培地で一晩培養した後、QIAprep spin miniprep kit を用いて
プラスミドを精製した。挿入された配列が正しいことを確認した後、Plasmid DNA 






2-3-1. N末 NLS-3×FLAG ベクター作製 
NLS-IL-2RαΔSS 発現ベクター構築のため、まずは N 末端に NLS 配列を付加した 3
×FLAG ベクターを作製した。pCI-neo 3×FLAG を鋳型として、インバース PCR 法
により NLS配列を挿入した。PCRは以下のプライマーで行った。 
 
forward  5’-AAGCGCAAGGTGAAAATGGACTACAAAGACCATGA-3’ 
reverse  5’-CTTCTTGGGGGGCATCCTATAGTGAGTCGTATTAA-3’ 
 
PCR反応液     PCRサイクル 
2×KOD FX Buffer  12.5 µl  98℃  2 min  
dNTPs    5 µl  98℃  20 sec 
10 µM forward primer  1 µl  60℃  20 sec 
10 µM reverse primer  1 µl  68℃  7 min  
pCI-neo 3×FLAG (100 ng/µl) 0.5 µl  72℃  10 min 
KOD FX (1 unit/µl)  0.5 µl  15℃  ∞ 
滅菌超純水   4.5 µl     
total    25 µl 
 
PCR産物全量に 1 µlの DpnIを加え、37℃で 2時間インキュベートした。その後溶
液を 1%アガロースゲル電気泳動し、目的のバンドを切り出し、QIAquick gel extraction 
kitを用いてゲルから精製した。精製した 3 µlの PCR産物と 1 µlの T4 PNK、2 µlの
Ligation highを混合し、37℃で 1時間インキュベートした。反応液全量を 50 µlのコ
ンピテントセル DH5α に添加し、氷上で 20 分間インキュベートした後、LB（+Amp）
培地に塗布し、37℃で一晩培養した。生じたコロニーを選択し、3 ml の液体 LB（＋
Amp）培地で一晩培養した後、QIAprep spin miniprep kitを用いてプラスミドを精製






以下の組成の反応液で、pCI-neo NLS-3×FLAGと pCI-neo 3×FLAG-IL-2RαΔSSの






Vector      Insert 
pCI-neo NLS-3×FLAG (1 µg/µl) 3 µl  pCI-neo IL-2RαΔSS (1 µg/µl)  5 µl 
10×Buffer H    5 µl  10×Buffer H    5 µl 
EcoRI (15 unit/µl)   1 µl  EcoRI (15 unit/µl)   1 µl 
Sal I (15 unit/µl)   1 µl  Sal I (15 unit/µl)   1 µl 
滅菌超純水              40 µl  滅菌超純水         38 µl  
total     50 µl  total     50 µl 
 
反応液全量を、1%アガロースゲル電気泳動し、目的のバンドを切り出し QIAquick gel 
extraction kit を用いてゲルから精製した。精製した DNA を以下の組成で混合し、室
温で 30分間インキュベートした。 
 
Vector  0.5 µl 
Insert  2.5 µl 
Ligation high  1.5 µl   
 
反応液全量を 50 µlのコンピテントセル DH5αに添加し、氷上で 20分間インキュベー
トした後、LB（+Amp）培地に塗布し、37℃で一晩培養した。生じたコロニーを選択
し、コロニーダイレクト PCR で目的配列の挿入を確認した。インサートの挿入が確認
されたコロニーを選び、3 mlの液体 LB（＋Amp）培地で一晩培養した後、QIAprep spin 
miniprep kit を用いてプラスミドを精製した。配列が正しいことを確認した後、





以下の組成の反応液で、pCI-neo NLS-3×FLAGと pCI-neo 3×FLAG-IL-2RαΔSSΔTM
の制限酵素処理を 37℃で 2時間行った。 
 
Vector      Insert 
pCI-neo NLS-3×FLAG (1 µg/µl) 3 µl  pCI-neo IL-2RαΔSSΔTM (1 µg/µl) 5 µl 
10×Buffer H    5 µl  10×Buffer H     5 µl 
EcoRI (15 unit/µl)   1 µl  EcoRI (15 unit/µl)    1 µl 
Sal I (15 unit/µl)   1 µl  Sal I (15 unit/µl)    1 µl 
滅菌超純水              40 µl  滅菌超純水         38 µ 
total     50 µl  total      50 µl 
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反応液を全量、1%アガロースゲル電気泳動し、目的のバンドを切り出し QIAquick gel 
extraction kit を用いてゲルから精製した。精製した DNA を以下の組成で混合し、室
温で 5分間インキュベートした。 
 
Vector  0.5 µl 
Insert  5 µl 
2×Quick Buffer 6 µl 
Quick Ligase  0.5 µl   
 
5 µlの反応液を 50 µlのコンピテントセル DH5αに添加し、氷上で 20分間インキュ
ベートした後、LB（+Amp）培地に塗布し、37℃で一晩培養した。生じたコロニーを
選択し、コロニーダイレクト PCR で目的配列の挿入を確認した。インサートの挿入が
確認されたコロニーを選び、3 mlの液体 LB（＋Amp）培地で一晩培養した後、QIAprep 
spin miniprep kit を用いてプラスミドを精製した。配列が正しいことを確認した後、





 pCI-neo 3×FLAG-UBQLN1、pCI-neo 3×FLAG-UBQLN4は、鈴木が作製した［15］
ものを使用した。 
 pCI-neo 3×FLAG-UBQLN2は、鈴木が作製した［16］ものを使用した。 
 
2-6. 細胞の継代培養 
HeLa細胞は 10%非働化 CSを加えた D-MEMを用いて、5% CO2、37℃で培養した。
継代方法は、まず 10 ml の滅菌 PBS で細胞を 2 回洗浄した後、1 ml の 0.25% 
Tripsin-EDTAを加え、37℃で5分間インキュベートし細胞培養シャーレから剥がした。
次に 9 ml の D-MEM を加え回収し、45×g で 3 分間遠心して細胞をペレットにした。




60 µlの無血清 D-MEMに対して、0.5 µgの DNAと 1 µlのトランスフェクション試
薬を加え撹拌し、室温で 15分間インキュベートした。その後、全量を約 50％コンフル
エントに達した細胞に加え、5% CO2、37℃で 24時間培養した後、各種実験に用いた。




6 穴プレートの各ウェルに滅菌カバーガラス 1 枚を置いてから細胞を播種し、翌日プ
ラスミド DNA をトランスフェクトした。トランスフェクションから 24 時間後、培地
を除去し、1 mlの氷冷 PBSで細胞を洗浄した。4%パラホルムアルデヒドを含む 1 ml
の PBSを加え、氷上で 30分間、細胞を固定した。氷冷 PBSで 3回洗浄し、0.1% Triton 
X-100 を含む 1 ml の PBS を加え、室温で 3分間静置し透過処理を行った。氷冷 PBS
で3回洗浄し、3% CSを含む1 mlのPBS-Tを加えて室温で30分間ブロッキングした。
3% CS を含む PBS-T で希釈した一次抗体を室温で 1 時間反応させた。PBS-T で 3 回
洗浄し、3% CS を含む PBS-T で希釈した二次抗体を室温、暗所で 1 時間反応させた。
PBS-T で 3 回洗浄した後、fluoromount で希釈したヘキストで核を染色し、スライド
ガラスに載せて蛍光顕微鏡で観察した。使用した抗体と希釈倍率は以下の通りである。 
 一次抗体 
anti-FLAG M2 monoclonal antibody   （×500） 
anti-FLAG polyclonal antibody    （×500） 
anti-multi ubiquitin monoclonal antibody (FK2)  （×600） 
 二次抗体 
Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG （×1000） 
Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG （×1000） 
Alexa Fluor 594 anti-mouse IgG （×1000） 








トランスフェクションの 24時間後、PBSで細胞を洗浄し、300 µlの 0.5% NP-40バ
ッファー（100 mM NaCl、50 mM tris-HCl pH8.8、20 mM NEM、5 mM MgCl2、1% 












ーに浸した。泳動後、トランスファー装置にろ紙 3 枚、ゲル、PVDF 膜、ろ紙 3 枚の
順に重ね、ゲルから PVDF膜にゲル 1枚あたり 100 mAで 70分間転写した。転写後、
PVDF 膜を 5%スキムミルクを含む PBS-T で 30 分間ブロッキングした。5%スキムミ
ルクを含む PBS-Tで希釈した一次抗体を室温で 1時間もしくは 4℃で一晩反応させた。




anti-FLAG M2 monoclonal antibody （×10000） 
anti-T7 monoclonal antibody  （×10000） 
anti-actin polyclonal antibody  （×5000） 
anti-α tubulin monoclonal antibody （×5000） 
anti-Histone H3 polyclonal antibody （×500） 
anti-UBQLN2 monoclonal antibody （×5000） 
 二次抗体 
anti-mouse IgG  （×10000） 
anti-rabbit IgG  （×10000） 
 
2-12. 核分画 
トランスフェクションの 24時間後、500 µlの PBSで細胞を回収し、50×gで 5分間
遠心した。細胞ペレットに 300 µl の低張バッファーを加え P200 のピペットマンを用
いて 10回程度ピペッティングを行った。750×gで 10分間遠心し、100 µlの上清を細
胞質画分として回収、等量の 2×SDSサンプルバッファーを加えサンプルとして用いた。
ペレットは 1 mlの PBSで 2回洗浄し、200 µlの 2×SDSサンプルバッファーに懸濁、
ソニケーションをかけ核画分サンプルとした。なお PBS と低張バッファーには NEM




3T-Ub：Hily Max＝0.5 µg：1.5 µg：4 µlの条件でトランスフェクトした。回収の 4時





させた細胞は、2-12の手順で核分画を行った後、得られた核ペレットに 500 µlの IP
バッファーを加え、懸濁した。全てのサンプルにソニケーションをかけ、17,500×g、4℃
で 15分間遠心した。上清から 20 µlを Inputとして回収し、そこに等量の 2×SDSサ
ンプルバッファーを加えサンプルとして用いた。残りの 400 µlの上清に、IP Bufferで
平衡化した anti-FLAG M2 affinity gelを 10 µl加えた。4℃で 10分間、回転混和し 850
×gで 1分間遠心した。上清を除き、250 µlの IPバッファーを加え、850×gで 1分間
遠心した。これを 5回繰り返すことでビーズを洗浄した後、15 µlの 2×SDSサンプル
バッファーを加え、5分間ボイルしたものを続く SDS-PAGEに用いた。細胞の回収と
ビーズの洗浄に用いた IPバッファーと、低張バッファーには、MG-132（終濃度25 µM）、
NEM（終濃度 10 mM）、1% (v/v) protease inhibitor cocktailを加えた。 
 
2-14. ノックダウン実験 
UBQLN1、2は終濃度 10 nM、UBQLN4は終濃度 5 nMになるよう各 siRNAを細胞
にトランスフェクトした。Lipofectamine 2000を OPTI-MEMで 100倍希釈し、10分
間静置した後、OPTI-MEMで希釈した siRNAと等量混合した。5分間インキュベート
した後、6穴プレートの各ウェルに 100 µlずつ加えた。トランスフェクション後、37℃



































3-3. CL1の疎水性度が高いほど NLS-LC-CL1は凝集しやすい 
CL1は、その疎水性度が下がることで、分解シグナルとしての機能が損なわれるとい
う報告がある［10］。NLS-LC-CL1 における CL1 の疎水性度が、基質分解に与える影
響を検討するため、CL1 に含まれる疎水性残基を親水性のセリン残基に置換した変異


















3-5. NLS-IL-2RαΔSS は凝集体を形成しない 
第二の基質として NLS-IL-2RαΔSSを作製し（Fig. 5-A）、まずは細胞内における局在
性を検討した。HeLa細胞に FLAGタグを付加したNLS-IL-2RαΔSSを強制発現させ、




3-6. NLS-IL-2RαΔSS は速やかに分解される 
細胞質に局在する IL-2RαΔSS は、不良タンパク質として速やかに分解されることが


















3-8. NLS-IL-2RαΔSS はポリユビキチン鎖と共沈降する 
NLS-IL-2RαΔSS は、プロテアソーム依存的に分解されることが示された。次に、こ
の分解がユビキチン依存的か否か検討するために、NLS-IL-2RαΔSS と T7 タグの付い
たユビキチンを HeLa 細胞に共発現させ、免疫沈降実験を行った。その結果、
NLS-IL-2RαΔSSの沈降物において、MG-132存在下でポリユビキチン化シグナルが検
出された（Fig. 8）。以上の結果より NLS-IL-2RαΔSS がユビキチン化修飾を受けてい
る可能性が示された。 
 




製した（Fig. 9-A）。HeLa 細胞に NLS-IL-2RαΔSS もしくは NLS-IL-2RαΔSSΔTM を
強制発現させ、シクロヘキシミドチェイス実験を行った。実験の結果、
NLS-IL-2RαΔSSΔTMは、NLS-IL-2RαΔSSに比べ半減期が長く、安定化することが明
らかになった（Fig. 9-B）。以上の結果より、膜貫通ドメインが NLS-IL-2RαΔSS の分
解シグナルとなっていることが考えられる。 
 







に LMB を添加した。実験の結果、核画分の NLS-IL-2RαΔSS は、LMB 存在下におい
ても LMB 非存在下と同様に分解されることが明らかになった（Fig. 10-A）。LMB に











これらの知見をふまえ、UBQLN1、UBQLN2、UBQLN4 の NLS-IL-2RαΔSS 分解へ














ソーム系による品質管理が働いていることが示された（Fig. 2, 7, 8,10）。プロテアソー










































































































A. モデルタンパク質 NLS-LC-CL1の模式図 
B. HeLa細胞に FLAGタグを付加したNLS-LC、NLS-LC-CL1を強制発現させ、項目
2-8に従って免疫染色を行い、蛍光顕微鏡で細胞内局在を観察した。 































Figure 2 NLS-LC-CL1は凝集すると分解されにくい 
HeLa細胞に NLS-LC-CL1をトランスフェクトし、項目 2-9に従ってシクロヘキシミ











Figure 3 CL1の疎水性度が高いほどNLS-LC-CL1は凝集しやすい 
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Figure 5 NLS-IL-2RαΔSSは凝集体を形成しない 
A. 作製したモデルタンパク質 NLS-IL-2RαΔSSの模式図 




























Figure 6 NLS-IL-2RαΔSSは速やかに分解される 
A. HeLa細胞にNLS-IL-2RαΔSSをトランスフェクトし、シクロヘキシミドチェイス実
験を行った。CHX 添加から 0、45、90 分後に細胞を回収し、項目 2-12 に従って核分
画を行った。ウエスタンブロット解析により、経過時間ごとの核画分のタンパク質量を
比較した。 

































Figure 7 NLS-IL-2RαΔSSはプロテアソーム依存的に分解される 
A. プロテアソーム阻害条件下でのシクロヘキシミドチェイス実験を行った。HeLa 細
胞に NLS-IL-2RαΔSSをトランスフェクトし、回収の 4時間前にMG-132を終濃度 20 
µM になるように添加した。CHX 添加から 0、45、90 分後に細胞を回収し、核分画を
行った。ウエスタンブロット解析により、経過時間ごとの核画分のタンパク質量を比較
した。 





























Figure 8 NLS-IL-2RαΔSSはポリユビキチン鎖と共沈降する 



































Figure 10 NLS-IL-2RαΔSSは NES阻害条件下で分解される 
A. HeLa細胞にNLS-IL-2RαΔSSをトランスフェクトし、回収の 3時間前に LMBを終




B. HeLa細胞に FLAGタグを付加した ZFP36L2を強制発現させた。LMB処理を終濃































Figure 11  UBQLN1 ノックダウンで NLS-IL-2RαΔSSは安定化す
る 
A. HeLa細胞に FLAGタグを付加したUBQLN1、2、4を強制発現させた。抗 FLAG
抗体を用い免疫染色を行い、蛍光顕微鏡下で観察した。 
B. HeLa 細胞に UBQLN1、UBQLN2、UBQLN4 の siRNA をそれぞれトランスフェ
クトし、48 時間後に NLS-IL-2RαΔSSの DNAをトランスフェクトした。24 時間後に
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